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論 文 内 容 要 旨
難水溶性のコレステロールや 中性脂肪、脂溶性 ビタミンは、 リン脂質一重膜
とアポ リポタ ンパク質よ り構成 される リポタンパ ク質 として血中を輸送 され、
細胞表面の特異的 レセプター、 リポタンパク質 レセプターと結合 して、細胞内
に取 り込まれ代謝される。
構造 と機能 の関連が最 も明 らかな低 密度 リポタンパク質 レセプター(10w
density五poproteinreceptor,LDLR)はアポ リポタンパク質apoB-100と
apoEを共に認識 し、結合 し、体内のコレステロールホメオスタシスを担って
いる。一方、LDLRを欠損する家族性高コレステ ロール血症患者や渡辺遺伝性
高脂血症ウサギでも、apOEを含む リポタンパク質は正常に代謝 される ことが
示され、体内にはLDLR以外のapoE特異的なレセプターが存在す ることが予
測されてきた。本研究室では、apoEに特異的な レセプターとしてcDNAク ロ
ー ニ ングによ り超低 密度 リポ タ ンパ ク質 レセ プター(verylowdensity
Hpoproteinreceptor,VLDLR)とapoEレセプター2(apOER2)の2つの レセ
プターを同定 ・解析してきた。
VLDLRは鳥類などの卵生動物では卵形成に重要な役割を果たしている。ニ
ワトリではVU⊃LRは 卵母細胞において最 も高 く発現 し、肝臓で合成 ・分泌さノ
れるVLDLを結合 し、卵母細胞に取 り込み、卵黄 を形成する。VLDLRのEGF
前駆体相同 ドメイン中の最 も保存 されたシステインが1塩 基置換 によ りセ リン
に変化 しているニワトリミュータン ト(restrictedovtUator;RO)では、VLDL
を取 り込めず卵形成ができな くなるだけではな く、動脈硬化を伴 う高脂血症が
み られる。
VLDLR遺伝子は昆虫か ら哺乳動物 まで高度に保存されているが、哺乳動物
における生理的役割にはいまだ不明な点が多い。アデノウイルスを用いVLDLR
を肝臓に過剰発現させたマウスでは、血 中のapoEリ ポタンパク質が顕著 に減
少することが示 されてお り、体内でVLDLRがapoEリ ポタンパク質を認識す
ることは明らかにされている。 しか しながら、ニワ トリのVU⊃LR異 常が高脂
血症 を引き起 こすのに対 し、ジー ンターゲ ッテ ィング法 によ り作製 された
V:LDLR欠損マウスの血中コレステ ロール濃度や 中性脂肪濃度、 リポタンパク
質プロファイルは野生型 とほ とん ど変 わ らない ことが示されている。 また、
VLDLR欠損マウスの発生、成長、繁殖は正常で、観察される異常は顕著な脂
肪組織重量と脂肪含量の減少に伴 う中程度の体重 とBMIの減少だけである。
このように、哺乳動物におけるVU)LRの 機能は各組織におけるVU)LRの
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機能特異性を含めて解明されていない。また、LDLRもapoEリ ポタンパク質
を認識す ることを考慮すると、LDLRの機能を無視 してVLDLRの 機能を追究
するのは妥 当ではない。
本研究では、VLDLRの 発現の高 い脂肪組織 と心筋、apoEリポタンパク質
が重要な脂質供給源 と考えられる乳腺に着目し、VLD:LRの発現 とVLDLRを
介 した脂質の取 り込みをLDLRの 機能を考慮 して解析 し、哺乳類のリポタンパ
ク質代謝におけるVLDLRの機能を解明することを目的 とした。
第一章apoEリ ポタンパク質の代謝におけるVLDLRの機能
VLDLR欠損マウスは、野生型 と,ほぼ同じリポタンパク質プロファイルを示
す ことが明らかにされている。VLDLR欠損マウスで もコレステロール代謝に
重要な肝臓でLDLRが 発現 していることから、LDLRがVLDLR欠損の影響を
補っている可能性が考えられる。本章ではLDLR欠損マウス、VLDLRとLDLR
を共に欠損す るダブル欠損マウスを用い、種々の栄養条件下でのリポタンパク
質代謝を解析した。
食餌後の脂質の変動をみるために12時 間絶食 した後 に1時 間食餌 を与えた
マウス と、その後6時 間絶食させたマウスの血中コレステロール とト'リグリセ
ライ ドの濃度を測定 した。そ の結果、1時 間食餌 を与えた場合、ダブル欠損マ
ウスの血中コレステロール濃度 とトリグリセライ ド濃度はLDLR単 独欠損マウ
スより各々1.3倍、1.6倍高いことが観察された(Fig.1)。
また、高コレステロール食(westem-typediet)を与えたダブル欠損マウス
の血中コレステロール濃度は、LDLR単独欠損マウスの1.5倍高いことが観察
された。 リポタンパク質プロファイル をHPLCを 用いて解析 した結果、LDL
とHDLコ レステロール値には違 いがみ られないのに対 し、ダブル欠損マウス
のVLDL,カイ ロミクロンの画分のコレステロール値が2.7倍と顕著に増加 して
いることが示された(Fig。2)
以上の結果よ り、体内の リポタンパク質代謝はVU)LRとLDLRに より協奏
的に調節される可能性が示された。
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第二章 脂肪細胞におけるVLDLRの機能
従来、脂肪細胞への脂質の供給は、血管内皮細胞上のリポタンパ ク質リパー
ゼ(LPL)と脂肪細胞表面に存在する脂肪酸 トランスポーター(FIAT/CD36)
に依存すると考 えられてきた。 しか しながら、LPLの先天的欠損は高カイロミ
クμン血症を引き起 こすものの、欠損患者の皮下脂肪量は正常 と変わ りない こ
とが明 らかになっている。また、CD36欠損患者にも明らかな脂肪蓄積の異常
が見 られていない。 これ らの現象は脂肪細胞へ脂質 を供給する別経路の存在 を
示唆している。
VLDLRが脂肪組織に高く発現していること、VLDLR欠損マ ウスにおいて
脂肪組織重量が50%、中性脂肪含量が80%減少していることか ら(Fig.3)、
VLDLRを介 した脂肪組織への脂質供給経路が存在する可能性が示 された。
VLDLR欠損マウスと野生型マウスの脂肪組織切片を作製 し、解析 した結果、
脂肪組織 には明 らかな形態的異常は見 られないが、VLDLR欠損マウスの脂肪
細胞容積が野生型 に比べ23%減少していることが示された(Fig.4)。これ らの
結果はVLDLR欠 損により脂肪細胞への脂質供給量が減少したことに起因する
/
と考えられた。
VU)LRのリガン ドであるapoEを欠損するマウスの脂肪組織 を解析 した結
果、体重が野生型とほとんど変わ らないのに対 し、脂肪組織重量は野生型にく
らべ約45%減少 していることが示された(Fig.5)。この結果か ら、apoEリポタ
ンパク質が脂肪細胞への脂質の供給に重要な役割を果た している ことが示され
た。
そ こで、培養脂肪細胞におけるVLDLRの発現 とapoEリポタンパク質の取
り込みを解析 した。
分化誘導後1日 、3日、5日、7日目の3T3一:L1細胞か らRNAを 調製 し、VLDLR
mRNA量 の経時的変化をノーザンプロットにより解析 した。その結果、細胞内
に脂肪小滴が観察される分化誘導3日 目にVLDLRmRNA量 は最大 になり、
分化誘導前の約2.2倍に達することが示された(Fig.6A)。同様に、膜画分蛋
白質を用いた免疫プロッティングか ら、VLD:LRタンパク質量 も脂肪細胞への
分化に伴い経時的に増加することが示された(Fig.6B)。間接蛍光抗体法によ
りVLDLR抗 原活性を解析 した結果、脂肪細胞への分化が著 しい細胞 ほど抗
VLDLR抗体 との反応性が高いことが示された(Fig.7)。LDLRをダウンレギ
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ユレー ションした条件下で蛍光標識 したapoEに富む リポタンパク質であるβ
一VLDLの取 り込みを解析 したところ、前駆脂肪細胞 ではほとんど取 り込みが
なかったのに対 し、分化誘導後7日 後の脂肪細胞では著 しい取 り込みが見 られ
た(Fig.8)。これ らの結果よ り13T3-L1細胞か ら分化 した脂肪細胞では、主
としてVU⊃LRが リポタンパク質由来の脂質の供給を担うことが示された。
次にVU)LR遺伝子欠損が脂肪細胞への脂質の供給に及ぼす影響を:解析 した。
胎児由来繊維芽細胞よ り分化 させた脂肪細胞ではVLDLR単 独欠損 も、LDLR
単独欠損 も、β一VLDLの細胞内への取込みに大きな影響 を与えないが、VLDLR
と:LDLRが共に欠損するとβ一VLDLの取 り込みが著 しく減少することが示さ
れた(Fig.9)。
同様な結果が、成熟マウスの脂肪組織か ら単離 した初代培養脂肪細胞 を用い
ても得 られ(Fig.10)、脂肪細胞にお けるapoEリ ポタンパク質の取 り込みに
はVLDLRとU):LRが共に必要であることが示された。
以上の結果から、VLDLRはapoEリ ポタンパク質を取 り込むことで脂肪細
胞への脂質供給に機能することが示された。
第三章 心筋細胞におけるVU)LRの機能
VLDLRは心臓 と骨格筋に最 も高 く発現 しているが、 これらの組織 における
その機能は不明である。脂肪細胞同様 に、心筋で もLPLやFat/CD36による
脂質の取 り込みが知 られているが、VLDLRを 介す るリポタンパク質 由来の脂
質輸送が協調 している可能性 も考え られる。
高 血圧 を発 症す るstroke-pronespontaneouslyhypertensiveラッ ト
(SHR-SP)では、心肥大に伴い心筋の主要なエネルギー源が脂肪酸か らグ
ル コースに変わることが知 られている。また、 この ラッ トで、心肥大 に伴 い
VU⊃LRmRNAの発現量が低下す ることも明らかにされ、心筋におけるVLDLR
の発現量の調節とエネルギー源の変化 との関連が示唆されている。
そ こで、心筋におけるVLDLRの 機能を明 らかにするために、VLDLRの発
現量 に絶食や心筋細胞 の発達が及 ぼす影響、 お よび初代培養心:筋細胞 での
VLDLRを介 した脂質の取 り込みを解析 した。
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絶食がVLDLRの 発現に与える影響
VLDLRが栄養状態によってどのような調節を受けるか明 らかにするために
1時間の食餌:後、24時間絶食時、48時間絶食時でのVU):LRmRNAの発現量
を:解析 した。絶食に伴い心臓 におけるVLDLRmRNAの 発現量は、脂肪酸代
謝の指標 となるLPLやFAT/CD36、脂肪酸結合タ ンパク質(hearttypefatty
acidbindin,gprOtein,H-FABP)、脂肪酸活性化酵素(acy1-CQAsynthetase,
ACS)、長 鎖脂肪 酸脱水 素酵素(10㎎一chainacy1-CQAdehydrogenase,
LCAD)などのmRNA量 と同様 に顕著に増加 した(Fig.1ユ)。
絶食による心筋の変化を電子顕微鏡を用い解析 した結果、48時間絶食 したマ
ウスの左心室 には脂肪滴の蓄積が見 られた(Fig。12)。
絶食に伴い体内の脂肪が心臓 に動員されると共に、V:LDLRmRNAの発現量
が増加す ることが示された。 このメカニズムは不明であるが、心臓で脂質をエ
ネルギー源 として利用するうえで極めて合目的的であるといえる。
発達に伴 う心臓でのVLD:LRの発現量の変化
心臓のエネルギー源 は、胎児か ら成体への成長とともに大き く変わる。ヒ ト
成人の心臓では脂肪酸が丘ネルギー源 としてよ く用い られるが、胎児において
は乳酸が用 いられる。また、ウサギの心臓にお いては生後1週 間でエネルギー
源がグルコースか ら脂肪酸に変わる事が明らかにされている。
発達 に伴 う心臓のVLDLRrnRNAの発現量の変化を種々の週齢のSprague一
.Dawley(SD)ratの心臓 を用い、ノーザ ンプロットで解析 した。その結果、
VLD:LRmRNAは脂質代謝を担うLPLやFAT/CD36、H-FABP、ACS、LCAD
mRNAと 同様に、成長に伴い発現量が増加する事が明らかになった(Fig.13)。
また、心臓のVLDLタ ンパク質は生後1週 間か ら検出され、その量は成長に伴
い増加することが示 された(Fig.』14)。
心筋細胞へのVLDLRを介した脂質の取り込み
心臓への脂質の蓄積がVLDLRを 介 した脂質の取 り込みによるものかを明ら
かにす るために、生後0～2日 のSDラ ッ トよ り調製・した心筋細胞と調製後7
日間培養 した心筋細胞に発現 しているリポタンパク質 レセプターを解析 した。
心筋細胞 におけるVLDLRmRNAや タンパク質の発現量は、培養時間が長く
なる程増加するのに対 し(Fig.15A,B)、心筋細胞でのLDLRmRNAの 発現
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量は極めて低 く、培養 による変動 も見 られなかった(Fig.15c)。次に、調製
直後 の心筋細胞 と調製後7日 間培養 した心筋細胞 をそれぞれ β一VLDLとオ レ
イ ン酸 と共に培養 し、Oilred-O染色することにより脂質の取 り込みを:解析 し
た。 β一VLDLの蓄積は7日 間培養 した細胞にのみ見 られ、調製直後の細胞で
は見 られなかった(Fig.16)。一方 、オレイン酸の蓄積は、両方で見 られた。
これ らの結果より、心筋細胞への β一V:LDLの取 り込みは主としてVLDLRを
介 したものであることが示された。
以上の結果か ら、VLD:LRは脂肪細胞同様に、心筋細胞への脂質の供給に重
要な役割 を担っていることが示された。
第四章 乳腺細胞 におけるV:しDLRの;機能
ミル ク中の脂質の主成分は、 トリグリセライ ドである。ミルクを産生する乳
腺細胞への脂質の供給は、 トリグ リセ ライ ドに富むカイロミクロンやVLDLに
依存すると考えられている。
トリグ リセライ ドの輸送 を担うリポタンパク質であるVU⊃LはapoEを含み
VLDLRに認識される。そ こで、乳腺細胞への脂質の供給にお けるVLDLRの
機能を細胞株 とノックアウ トマウスを用いて解析 した。
マウスの乳腺におけるVU)LRrnRNAの発現をRr-PCRによ り解析 した結
果、乳腺 にもVLDLRの高い発現が見 られることが示 された(Fig、17)。
V:LDLRは選択的スプライシングにより ひ 結合糖 ドメインを有するタイプ1
と持たないタイプ2の2つ の分子種が存在することが知 られている。マウスの
乳腺においてはタイプ2が タイプ1よ り高 く発現す ることが示 された。
同様 に、 ヒトの乳癌細胞 であるMCF-7細 胞 を用いて、VLDLRの 発現を
RT-PCRおよびウエスタンブロッ トにより解析した。RT-PCRによる解析では
タイ プ2が 主な分子種であ り、ウエスタンブロッ トで も細胞膜 分画 に130
KDaのタイプ2タ ンパク質が検出された(Fig.18)。
次にMCF-7細胞を用い、 リポタンパク質の取 り込みを解析 した。MCF-7細
胞へのLDLの 取込みはコレステロール負荷によるLDLRの ダウンレギュレー
ションによりほとんどみ られな くな るのに対 し、apoEに富む β一VLDLの取 り
込みは30%しか減少 しないことが示された(Fig.19)。従 って、McF-7細胞
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へのapoEリポタンパク質の取 り込みは主としてVLDLRに より担われている
ことが明 らかになった。
VLDLRとapoEそ れぞれの単独欠損はマウスの繁殖 に全 く影響を与えない
ことが示されている。 しか し、共 に欠損するマウスの場合、妊娠 ・出産には異
常が見 られな いが、生後数 日以内の新生児の死亡が観察された。組織切片の解
析の結果、授乳期のダブル欠損マウスとapoE欠 損マウスの乳腺に明確な違い
は見 られなかった(Fig。「20)。母親マウスか らの授乳は新生児の胃にミルクが存
在することで確認 されたため、ミルクの成分の異常による可能性が考えられた。
そ こで、授乳期のダブル欠損マウス とapoE欠損マウスよ り搾乳 し、ミルク中
の トリグ リセ ライ ド濃度 を測定 したが、両者に有意差はなかった(Fig.2D。以
上のようにVLDLR欠 損が ミルクの成分 に与える影響を明らかにすることは出
来なかったが、ダブル欠損マウス新生児を野生型マウスの仮親 に育てさせると
成長することや、ヒ トのミルク中にapoEが 存在す るという報告 もあることか
ら、VLDLRが ミルクの成分を保持す るうえで何 らかの役割を担っていると考
えられる。
曳
総括
本研究では、脂肪組織や心筋、乳腺 におけるVLDLRの 機能の解析を行い、
以下の事を明 らかにした。
1.VLDLRはapoEリポタンパク質動態を維持するうえでLDLRと 協奏 して
機能することが明 らかになった。
2.エネルギー貯蔵組織である脂肪組織において、VLDLRを介 した脂質の取り
込みはLDLRを介した取り込みと共に脂質蓄積を調節する重要な要因であ
ることが示された。
3.エネルギー産生が活発な心筋へのリポタンパク質の取り込みによる脂質の
供給においては、VLDLRが主要な制御因子として機能することが示された。
一g一
4.大量の脂質 を含む乳を分泌す る乳腺への脂質の取 り込み、ひいては乳産生
にもVU⊃LRが関与する可能性が示された。
本研究では脂質の取り込みやエネルギー産生の活発な組織におけるVLDLR
の発現と機能を樹立細胞やノックアウ トマウスを用いて分子生物学的に解明し
た。本研究により得られた結果から、VLDLRはエネルギーバランスの調節に
機能していると考えられる。高脂血症、高血圧、糖尿病などの生活習慣病は肥
満が関連することが明らかになっており、本研究の成果は将来的にヒトの疾患
の治療のための一助になると考えている。
一g一
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論 文 審 査 結 果 要 旨
リポタンパ ク質は,動 物 の各組織 にエ ネルギー と生命維持 に必須 な生体構成成分 を供給す る血中脂 質
輸 送体であ り,そ の コアに トリグリセ リ ドやコ レステ ロールエ ステルなどを含み,表 面に存在す るリン
脂 質 とコ レステロール,そ してアポ リポタ ンパ ク質(apolipoprotein)より成 る穎粒状構造 を持 つ。 こ
れ らの血中 リポ タンパ ク質は組織 に存在する リポタンパ ク質 リパ ーゼの作用 あるいは細胞表面の特異的
レセプ ター(リ ポタンパ ク質 レセプ ター)を 介 して細胞内 に取 り込 まれ,代 謝 される。
リポタンパ ク質の うち,超 低密度 リポ タンパ ク質(Verylowdensitylipoprotein,V:LDL)と低密度
リポ タンパ ク質(Lowdensitylipoprotein,LDL)はトリグ リセ リ ドとコ レステロールの輸送 に関わ
る主要 な リポ タンパ ク質で あ り,そ れぞ れVLDLレ セ プ ター(VLDLR)お よびLDLレ セ プ ター
(LDLR)によ り組織 に取 り込 まれ る。LDLRはapoB-100とapoEを認識 し,体 内のコレステ ロール
動態 に主要 な役 割 を果 た してい るこ とが明 らかに されて きた。一一方,apoEを認識 するVLDL、Rの機能
は各組織 にお けるVLDLRの 機能特異性 も含 めてほ とん ど解明 されてい ない。
本論文は,VLDLRの発現の高い脂肪組織 と心筋,apoEリポタンパ ク質が重要な脂質供給 源 と考 えられ
る乳腺 に注 目 して,VLDLRの発現特異性 とVLDLRを介 した脂 質取 り込 み と脂質動態 をLDLRの機能
を考慮 して解析 し,哺 乳動物 の リポ タンパ ク質代謝 にお けるVLDLRの 機能 を解明 した ものである。
1.VL、DLはLDLと共 に重要 な脂質輸送体である ことを考慮 す ると,VLDLIRの機 能 をL、Dmの 機能
との連 関を無視 して追究す るのは妥当ではない。そ こで,V:LDLR欠損 お よびLDLR欠 損マ ウスを供試
してコレステロール動態 を検討 し,VLD■Rは コレステロール と トリグリセ リ ドを含 む リポタンパ ク質
動態 を維持す る上で,LDLRと 協 奏 して機能す るが,VLDL一お よびカイロ ミクロ ンーコレステ ロール
動態 に対 してはVLDLRが主体的 に機 能す る ことを明 らか に した。
2.脂 肪組織 はVmmの 発現 が極 めて高 い組織であ り,VmLR欠 損 マウスお よびapoE欠損 マウス
で は脂肪組織重量お よび脂肪含量が著 しく減少す ることを実証 し,脂 肪組織 ではVbDLRを介 したapoE
リポタンパ ク質取 り込 み経路が存在す ることを示 した。 また,脂 肪細胞の分化誘導 に伴 ってVLIDLR発
現が上昇 し,VLD■Rを介 した脂質の取 り込みはLDLRに よる取 り込み と共 に,脂 肪細胞の発達 と脂肪
組織 における脂 質蓄積 を規定す る重要な要因であるこ とを明 らかに した。
3.VLDLRの発現が大 きい心 筋では成長 と共 にその発現が強 ま り,ま た絶 食処理 によ り脂 質代謝調節
関連 タンパ ク質mRNAの 上昇 を伴 ってVLDRmRNA発 現 が上昇す ることを確認 した。培養心筋細胞で
のVLDLRの 発現 はLDLRの 発現 に比べ て著 しく大 きく,心 筋細胞へ の リポタンパ ク質の取 り込 みにお
いてはVLDLRが 主要 制御 因子 として機能す るこ とが示唆 された。
4.乳 汁中 に大量の脂 質を分泌す る乳腺で もVLDLRの発現が大 きく,マ ウスの乳腺 では0一結合糖 ド
メインを持たないタイプ2が 主 な分子種 であ ることを示 した。 さらに,MCF-7乳癌細胞では β一VLDL
の取 り込みはLDLRよ りもVLDLRに より制御 されているこ とが明 らか に し,乳 腺 における乳生 産に も
VLDLRが関与す る可能性 を提示 した。
以上の ように,本 研 究は脂質取 り込みやエネルギー消費の活発 な組織 におけるV:LDLRの発現 と機能の
特異性 を,樹 立細胞や ノックアウ トマ ウスな どを駆使 して分子生物学的 に解明 した ものであ る。 これ ら
の成果 は,生 物 にお けるエ ネルギーお よび各種機能性 因子 の運搬体 として働 くリポ タンパ ク質代謝 の重
要1生の再評価 を促す と共 に,そ の調節要 因としての レセ プターの機能 についての研究 の発展 に資 する も
のである。 また,ヒ トの生活習慣病であ る高脂血症,高 血圧,糖 尿病,肥 満 には脂 質代謝異常が関与 し
てお り,本 論 文にお けるVLDL、Rの機能特異性 に関す る研 究成果は,こ れ らの疾患 ・代謝異常 の原 因解
明 とその治療法 の開発 に大 き く貢献する もの と考 え られる。
審査委員一同 は本研究者が博士(農 学)の 学位 を受 けるに値す る もの と認定 した。
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